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RESUMO 
 
Introdução: Ascite peritoneal é uma característica distinguível de pacientes com 
câncer de ovário avançado e é formada por uma resposta inflamatória ao tumor 
maligno. A presença de diferentes subtipos de linfócitos tem sido relatada por 
exercer funções ativadoras ou inibidoras na resposta imune contra o tumor neste 
microambiente tumoral. 
Objetivos: Caracterizar o líquido ascítico de pacientes com câncer de ovário em 
relação aos subtipos de linfócitos, citocinas e atividade funcional das células natural 
killer (NK). Descrever as características fenotípicas e moleculares de uma linhagem 
tumoral de ovário CAISMOV24, estabelecida a partir de uma amostra de ascite 
carcinomatosa obtida durante o estudo, e comparar as alterações genômicas entre a 
linhagem e suas células primárias. 
Metodologia: As ascites foram coletadas por paracentese de alívio guiada por 
ultrassonografia e o sangue por punção venosa. As amostras foram processadas 
para obtenção da fração celular e sobrenadante/soro, as quais foram armazenadas 
em nitrogênio líquido e à -20oC, respectivamente. As amostras de fração celular 
foram usadas para a fenotipagem dos subtipos de linfócitos, avaliação da expressão 
dos receptores ativadores das células NK e sua atividade funcional, medida pelo 
marcador de degranulação CD107a. As amostras de sobrenadante/soro foram 
usadas para a quantificação de citocinas. Todas as análises foram feitas por 
citometria de fluxo. A linhagem CAISMOV24 foi estabelecida através de células 
isoladas da ascite carcinomatosa de uma paciente com câncer de ovário. Foi 
avaliado o seu potencial de expansão celular, produção de biomarcadores solúveis, 
expressão de moléculas de superfície e mutações genéticas típicas de carcinoma 
seroso de ovário. Adicionalmente, foi usada a hibridização genômica comparativa 
para fazer a comparação das alterações genômica entre a CAISMOV24 e suas 
células primárias malignas. 
Resultados: A degranulação das células NK de ascites não carcinomatosas foi 
significativamente maior (p<0,05), quando comparadas aos outros grupos, tanto 
antes quanto após a estimulação com IL-2, sugerindo uma estimulação local prévia. 
Entretanto, a estimulação com IL-2 não teve efeito nas células NK de ascites 
carcinomatosas. A quantidade de células T reguladoras e da citocina TNF-α (tumor 
necrosis factor- α) foi significativamente maior em ascites carcinomatosas, sugerindo 
imunomodulação e inflamação relacionada à malignidade do tumor. A linhagem 
tumoral de ovário CAISMOV24 ficou em cultura por mais de 30 meses e mais de 100 
passagens in vitro. Os marcadores celulares de superfície EpCAM, PVR e CD73 
foram altamente expressos na CAISMOV24, quando compara as células primárias 
malignas. CAISMOV24 também produz in vitro CA125 e HE4. Apesar de a 
CAISMOV24 apresentar alterações genômicas (28 CNV nas células malignas 
primárias e 37 CNV nas CAISMOV24), a maioria delas foram similares as alterações 
observadas nas células primárias malignas. A linhagem CAISMOV24 apresentou 
mutações KRAS com o tipo selvagem TP53, portanto a linhagem foi categorizada 
como carcinoma seroso de ovário de baixo grau. 
Conclusões: O desempenho funcional das células NK foi distinta entre ascites 
carcinomatosas e não carcinomatosas. As ascites carcinomatosas apresentaram um 
microambiente tumoral imunossupressor, com altos níveis de linfócitos T-reg, 
supressão dos receptores ativadores da células NK e reposta ineficiente das células 
NK ao estímulo com IL-2, medida através da degranulação. A linhagem CAISMOV24 
foi caracterizada como carcinoma seroso de baixo grau, similar às células primárias 
malignas. Nosso estudo corrobora com o uso da análise de CNVs, para observar 
alterações genômicas para categorizar subtipos de carcinomas de ovário. 
 
Palavras chave: Células Natural Killer (NK); linfócitos T reguladores (T-reg); câncer 
de ovário; ascite; CNV; linhagem tumoral de ovário. 
 
  
ABSTRACT 
 
Introduction: Peritoneal ascites is a distinguishable feature of patients with 
advanced epithelial ovarian cancer (EOC), and is a result of the inflammatory 
response triggered by the malignancy. The presence of different lymphocyte subsets 
has been reported to exert activatory and inhibitory function on the immune response 
against the tumor in this microenvironment. 
Objectives: Characterize the ascites liquid from ovarian cancer patients in relation to 
lymphocyte subtypes, cytokines and functional activation of natural killer (NK) cells. 
Describe the phenotypic and molecular characteristics of the ovarian cancer cell line 
CAISMOV24 and compare to the genomic alterations between the cell line and their 
primary malignant cells. 
Methodology: Ascites were collected by paracentesis guided by ultrasonography 
and the blood by venipuncture. The samples were processed to obtain the cell 
fraction and supernatant/serum, which were stored in liquid nitrogen and -20oC 
respectively. The cell fraction samples were for the phenotyping of lymphocyte 
subtypes, evaluation of NK cells activating receptors expression and NK cell 
functional activity, measured by the degranulation marker CD107a. The 
supernatant/serum samples were used for the quantification of cytokines. All the 
analyses were done by flow cytometry. The CAISMOV24 cell line was established by 
cells isolated from malignant ascites from a patient with ovarian cancer. It was 
evaluated its cellular expansion potential, production of soluble biomarkers, 
expression of surface molecules and genetic mutations typical of ovarian serous 
carcinoma. Additionally, comparative genomic hybridization was used to compare 
genomic alterations between CAISMOV24 and its primary malignant cells. 
Results: NK cells degranulation from EOC cell-free ascites was significantly (p<0,05) 
higher than all the other groups, either in their resting state or after IL-2 stimulation, 
suggesting a previous local stimulation. In contrast, the stimulation with IL-2 had no 
effect on NK cells from ascites with EOC cells. The amount of T-regs and the 
cytokine TNF-α (tumor necrosis factor-α) was significantly higher in ascites with EOC 
cells compared to EOC cell-free ascites, suggesting immunomodulation and 
inflammation related to the tumor malignancy. The CAISMOV24 cell line has been in 
continuous culture for more than 30 months and more than 100 in vitro passages. 
The cell surface molecules EpCAM, PVR and CD73 are over-expressed on 
CAISMOV24 cells compared to the primary malignant cells. CAISMOV24 continued 
to produce CA125 and HE4 in vitro. Although the cell line had developed alongside 
the accumulation of genomic alterations (28 CNV in primary malignant cells and 37 
CNV in CAISMOV24), most of them were related to CNVs already present in the 
primary malignant cells. CAISMOV24 harbored KRAS mutation with wild-type TP53, 
therefore it is characterized as low-grade serous carcinoma.  
Conclusions: The functional performance of NK cells was distinct between EOC 
cell-free ascites and ascites with EOC cells. Ascites with EOC cells displayed an 
immunosuppressive microenvironment, with high levels of T-reg lymphocytes, 
suppression of NK cells activating receptors and inefficient response to IL-2, measure 
through degranulation. The cell line CAISMOV24 was characterized as a low-grade 
serous ovarian carcinoma, similar to its primary malignant cells. Our study 
corroborates with the idea that genomic alterations, depicted by CNVs, can be used 
for subtyping ovarian carcinoma. 
 
Keywords: Natural Killer Cells (NK); Regulatory T lymphocytes (T-reg); ovarian 
cancer; ascites; CNV; ovarian cancer cell line. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Câncer de ovário 
 O câncer de ovário é o mais letal entre os cânceres ginecológicos, 
causando a maioria das mortes entre mulheres. A letalidade do câncer de 
ovário é atribuída ao estádio avançado em que a doença se encontra no 
momento do diagnóstico. Isto se deve a falta de sintomas ou biomarcadores 
para o diagnóstico precoce e a capacidade das células malignas de semear a 
cavidade peritoneal. Quando a enfermidade está limitada ao ovário, a cirurgia 
pode ser curativa, beneficiando 93% das pacientes tratadas. Entretanto, na 
ocasião do diagnóstico, 60% das pacientes já apresentam comprometimento 
de outros tecidos além dos ovários e, apesar dos avanços terapêuticos, 
somente 29% das pacientes em estádio avançado da doença estarão vivas 
cinco anos após o diagnóstico [1]. O diagnóstico tardio do câncer de ovário 
deve-se a doença ser assintomática até a ocorrência de distensão abdominal, 
sintoma geralmente associado a ascite e metástase além do ovário [2]. 
Ascite peritoneal é comum em pacientes com câncer de ovário avançado 
e é o produto da resposta inflamatória desencadeada pela malignidade do 
tumor. Além disso, as células malignas são conhecidas por sua capacidade de 
semear a cavidade peritoneal e de se espalhar através dos vasos linfáticos que 
drenam os ovários para os linfonodos para-aórticos e pélvicos [3]. Portanto, a 
ascite contêm fatores solúveis e células consistentes com um microambiente 
tumoral [4-6]. 
O epitélio é responsável por 90% dos cânceres de ovário [1,3]. O câncer 
epitelial de ovário é divido em 4 principais tipos histológicos: carcinoma seroso, 
carcinoma de células claras, carcinoma endometrioide e carcinoma mucinoso. 
Eles são classificados com base no seu crescimento e características 
moleculares, como tumores de desenvolvimento lento (Tipo I) e tumores 
agressivos (Tipo II) [7-9]. O tipo histológico seroso é responsável por quase 
70% dos cânceres epiteliais de ovário, que são adicionalmente diferenciados 
em classes low (tipo I) e high grades (tipo II). O subtipo mais agressivo do 
carcinoma de ovário é o seroso, sendo responsável por dois terços de todas as 
mortes entre mulheres por câncer de ovário, assim os tornando o carcinoma 
mais extensamente estudado [7-10]. 
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Os biomarcadores tumorais e a caracterização molecular dos tumores 
podem auxiliar na classificação biológica e tratamento. O antígeno do câncer 
125 (CA125) e a proteína 4 do epidídimo humano (HE4) foram detectados no 
soro de pacientes com câncer de ovário. Juntos, eles aumentam a 
sensibilidade e especificidade para o diagnóstico da doença [11,12]. Além 
disso, a identificação de marcadores de superfície molecular em células 
malignas pode contribuir para o diagnóstico e uma melhor compreensão das 
interações tumor-hospedeiro [13-15]. Recentemente, as características 
moleculares dos tumores tornaram-se a nova classificação padrão para 
patologia clínica. Portanto, métodos como a hibridação genômica comparativa 
permitem a detecção de deleções e duplicações de segmentos genômicos, 
conhecida como copy number variation (CNV). Este método tem sido usado 
para avaliar as diferenças entre os tipos histológicos de câncer e alvos 
genéticos potencialmente indutores do câncer de ovário [16,17]. 
O tratamento de tumores em grau avançado baseia-se na cirurgia 
acompanhada pela quimioterapia com agentes derivados de platina 
(carboplatina e cisplatina) em combinação com taxanos (paclitaxel e docitaxel) 
[18]. Contudo, a maioria das pacientes que apresentam recidiva entre 2 e 5 
anos após a primeira linha de tratamento, evoluem para óbito [19]. A natureza 
difusa do câncer de ovário e a rápida disseminação metastática através da 
cavidade peritoneal limitam a eficácia da terapia tradicional. Portanto, há a 
necessidade de novas abordagens terapêuticas visando eliminar células 
tumorais para prevenir a recidiva. 
Na última década, se intensificaram os estudos sobre a possibilidade de 
se utilizar o sistema imunológico e, particularmente, as células natural killer 
(NK), como instrumento terapêutico para o tratamento de pacientes com 
câncer. Além disso, tornou-se consenso que as diferentes populações de 
linfócitos encontradas infiltrando os tumores, bem como suas citocinas, têm 
significado clínico e valor prognóstico, inclusive para o câncer de ovário [20,21]. 
Neste sentido, a presença dos linfócitos citotóxicos T-CD8 (CTL) infiltrando as 
neoplasias epiteliais malignas de ovário foi associada ao melhor prognóstico, 
enquanto a presença dos linfócitos T reguladores (T-reg) à diminuição da 
sobrevida da paciente e ao comprometimento da função citotóxica das células 
NK [22-26]. Todavia, o grande desafio permanece em compreender como as 
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diferentes populações de linfócitos infiltrantes tumorais interagem e como 
aproveitar a capacidade do sistema imunológico para promover uma resposta 
antitumoral eficaz e contínua. 
 
 
Linhagens tumorais 
As linhagens celulares de vários tipos de tumores foram desenvolvidas 
como modelo para uso em estudos laboratoriais controlados. Normalmente, as 
linhagens celulares têm a capacidade de serem cultivadas, armazenadas e 
compartilhadas entre diferentes laboratórios. No entanto, as linhas celulares 
são conhecidas por sua susceptibilidade a alterações genéticas e metabólicas, 
que podem alterar suas características em relação às células malignas 
primárias. Idealmente, quanto mais uma linha celular se assemelha às células 
malignas primárias, mais útil será para pesquisas científicas. 
As culturas in vitro de células malignas primárias e linhagens celulares 
estabelecidas foram amplamente utilizadas como modelos experimentais para 
a compreensão da biologia do câncer de ovário, avaliação de novas 
abordagens terapêuticas e busca de marcadores tumorais [27-30]. Atualmente, 
a Broad-Novartis Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE 
https://www.broadinstitute.org/ccle/data/browseSamples) possui 52 linhagens 
celulares de câncer de ovário humano [31]. Jacob et al. [30], publicaram 
recentemente uma revisão incluindo 104 linhagens de células humanas 
originadas do câncer de ovário ou epitélio da superfície do ovário humano. 
Entretanto, há um número limitado de linhagens celulares do carcinoma de 
ovário já estabelecidas, ao qual foram bem caracterizadas como modelos in 
vitro. Domcke et al. [32] avaliaram os perfis genômicos de 47 linhagens 
celulares de ovário em comparação com amostras de tumor de ovário e 
descobriram que algumas das linhagens celulares mais utilizadas como 
modelos experimentais não se assemelham ao seu perfil cognitivo de tumor. 
Assim, novas linhas de células bem caracterizadas que se assemelham aos 
diferentes subtipos histológicos e moleculares de neoplasia ovariana ainda são 
necessárias, particularmente para carcinoma de ovário seroso de baixo grau 
[7,8]. Neste estudo, uma nova linhagem celular de carcinoma de ovário epitelial 
humano foi denominada CAISMOV24 e desenvolvida a partir de células 
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tumorais da ascite de uma paciente com carcinoma de ovário seroso de baixo 
grau. 
 
Células natural killer (NK) 
As células NK foram inicialmente identificadas pela sua capacidade de 
eliminar células neoplásicas sem estímulo prévio [33-35]. Foi observado 
subsequentemente, que a estimulação das células NK com a interleucina-2 (IL-
2), aumenta sua capacidade citotóxica [36] em decorrência do aumento na 
expressão dos receptores implicados no reconhecimento das células alvo e 
ativação da função citolítica [37,38]. As células NK constituem 10-15% dos 
linfócitos presentes no sangue periférico humano e são identificadas pela 
expressão do marcador CD56 e a ausência do CD3 (CD3-CD56+) em sua 
superfície [39]. 
A ativação citotóxica das células NK é determinada pelo balanço de 
sinais inibidores e ativadores, resultantes da interação de um conjunto de 
receptores presentes nas células NK com seus respectivos ligantes sobre a 
célula alvo [40,41]. Quando ativadas, as células NK eliminam as células alvo 
por meio da secreção do conteúdo de seus grânulos citoplasmáticos. O arsenal 
efetor das células NK ainda inclui a capacidade de reconhecer as células alvo 
por intermédio de anticorpos e a possibilidade de induzir apoptose da célula 
alvo por meio das moléculas ligantes FasL (Fas ligand) e TRAIL (TNF-related 
apoptosis-inducing ligand) [42-44]. 
Diversos receptores inibidores e ativadores têm sido caracterizados nas 
células NK [45,46]. Entre os principais receptores inibidores encontram-se: a) 
receptores KIR (killer immunoglubuline-like receptors) de cauda intracelular 
longa, que reconhecem moléculas do complexo antigênico leucocitário humano 
(HLA) de classe I dos grupos A, B e C; b) receptor CD94-NKG2A que 
reconhece o HLA de classe I do grupo E e G [47]. O HLA de classe I é 
expresso por praticamente todas as células nucleadas de um indivíduo, 
desempenhando papel fundamental para que o sistema imune reconheça as 
células do organismo como próprias. Dessa forma, as células NK poupam 
células autossômicas que expressam níveis normais de HLA de classe I, 
enquanto eliminam células alteradas, como as células tumorais ou infectadas 
por vírus que, frequentemente, perdem a expressão do HLA I [48,49]. 
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Entre os receptores ativadores destacam-se os receptores citotóxicos 
naturais NCRs (natural citotoxic receptors) NKp46 e NKp30, expressos 
constitutivamente nas células NK, e o receptor NKp44, expresso após a 
ativação das células NK pela interleucina 2 (IL-2) [50-52]. Estes receptores 
também auxiliam no reconhecimento de células tumorais ou infectadas por 
vírus. A identidade dos seus ligantes têm sido descrita, como o ligante B7-H6 
para o receptor NKp30 [53,54]. A densidade da expressão dos NCRs varia 
entre indivíduos e correlaciona-se diretamente com a capacidade das células 
NK de eliminar células alteradas [55,56]. Outro importante receptor ativador é o 
NKG2D cuja expressão também ocorre nos linfócitos T citotóxicos (γ/δ T e α/β 
T-CD8). O NKG2D reconhece como ligantes moléculas homólogas ao HLA de 
classe I representadas por proteínas de transmembrana como o MIC (MHC 
class I related chain protein, MIC/A e MIC/B) e o ULBP4 (UL16-biding protein) e 
proteínas ancoradas na superfície celular pelo glicosilfosfatidilinositol (GPI) 
como os ULBPs 1, 2 e 3 [57-59]. Em humanos, o aumento da expressão de 
MIC e ULBP está relacionado às diferentes formas de estresse celular, como a 
infecção viral e a transformação maligna [60,61]. De fato, a expressão de 
MICA/B tem sido observada na maioria dos tumores epiteliais humanos, 
incluindo cânceres de mama, ovário, gastrointestinal, rim, pele e pulmão [62-
66], contribuindo para a possível suscetibilidade destes tumores à ação 
citotóxica das células NK. 
Potencialmente, as células do carcinoma de ovário seriam suscetíveis a 
citotoxicidade das células NK. A origem epitelial desta neoplasia predispõe as 
células malignas a expressarem a molécula ULBP, ligante para o receptor 
ativador NKG2D presente nas células NK [67-69]. Além disso, ocorre, 
frequentemente, a diminuição na expressão do HLA de classe I nas células 
neoplásicas, favorecendo a ação citotóxica das células NK em decorrência da 
ausência do estímulo inibidor mediado pelos receptores KIR [70,71]. 
De fato, o potencial citotóxico das células NK contra células neoplásicas 
de ovário pode ser apreciado em ensaios alogênicos, como aqueles realizados 
por Carlsten e colaboradores [72], nos quais células NK obtidas de doadores 
saudáveis foram capazes de eliminar in vitro células neoplásicas primárias de 
ovário com baixa expressão do HLA de classe I. Todavia, a mesma capacidade 
citotóxica não é observada com células NK obtidas a partir das próprias 
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pacientes. Os primeiros estudos com células NK de pacientes com carcinoma 
do ovário mostraram que estas células apresentam pouca atividade citolítica 
contra linhagens celulares ou células neoplásicas primárias de ovário e, até 
mesmo, contra a linhagem K562, conhecida pela suscetibilidade a ação das 
células NK [73-75]. Além disso, foi observado que a atividade citolítica das 
células NK contra células tumorais era significativamente menor nas pacientes 
com carcinoma ovariano do que nas pacientes com neoplasia benigna ovariana 
[76]. Entretanto, também foi demonstrado que a função antitumoral das células 
NK de pacientes com câncer de ovário poderia ser promovida por meio da 
estimulação in vitro das células efetoras com IL-2, ou ainda, por meio do 
enriquecimento da preparação de células efetoras com células NK [73,74]. 
Estas observações suportam a ideia de se superar a imunossupressão, 
frequentemente, atribuída à pacientes com câncer por meio de estratégias de 
expansão ex vivo e estimulação das células citotóxicas.  
Semelhante ao que ocorre em outras neoplasias, o câncer de ovário 
promove mecanismos supressores da resposta imunológica local, evitando, 
dessa forma, ser eliminado [77]. Dois mecanismos imunossupressores 
parecem afetar a funções das células NK em pacientes com carcinoma do 
ovário. O primeiro envolve o recrutamento de linfócitos reguladores T 
CD4+CD25+ (T-reg) para o local do tumor, e o segundo, envolve a supressão 
seletiva da expressão de receptores ativadores das células NK, como o DNAM-
1 [77-79]. Neste sentido, Curiel e colaboradores [78] correlacionaram 
positivamente o recrutamento específico de linfócitos T-reg para a ascite com a 
redução da sobrevida de pacientes com câncer de ovário. Além disso, foi 
relatado que os linfócitos T-reg afetariam a proliferação, a citotoxicidade e a 
produção de IFN-γ das células NK [25,80]. Em relação ao receptor ativador 
DNAM-1, observou-se que a alta expressão de seu ligante, o CD155 (ou PVR) 
sobre as células do carcinoma de ovário, associado a exposição repetitiva, 
induz a redução da expressão (down-regulation) do DNAM-1 sobre as células 
NK. Este mecanismo supressor da função citolítica permitiu explicar a 
hiporresponsividade das células NK encontradas associadas ao câncer de 
ovário em relação às células NK autólogas presentes no sangue periférico [79]. 
A hiporresponsividade das células NK como consequência do down-regulation 
do receptor DNAM-1 também explicaria a correlação encontrada por Dong e 
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colaboradores [81] que observaram que pacientes que evoluíam com pior 
prognóstico eram aqueles com neoplasias malignas de ovário com maior 
infiltração por células NK. 
 
Células T reguladoras (T-reg) 
As células T-reg constituem uma subpopulação específica de linfócitos 
que tem como função suprimir a ativação do sistema imunológico e manter a 
tolerância aos antígenos próprios [82,83]. Elas foram identificadas como 
linfócitos T CD4+ que expressam o receptor de interleucina-2 de cadeia alfa, ou 
CD25 [84]. A seguir, o fator de transcrição FoxP3 (forkhead Box P3), o qual 
controla o desenvolvimento e função imunossupressora das T-reg, passou a 
ser utilizado para a identificação destas células [85]. Em humanos, a expressão 
do receptor CD127 foi inversamente correlacionada à expressão do Foxp3 e à 
função supressora de T-reg CD4+, permitindo que as células T-reg possam ser 
identificadas pelo fenótipo CD4+CD25+CD127- e isoladas dos demais linfócitos 
[86]. 
As células T-reg são compostas de dois subtipos, as T-reg naturais (nT-
reg) e as adaptativas ou induzidas (iT-reg). As T-reg naturais são diferenciadas 
no timo e migram para o sangue periférico onde constituem 5-10% dos 
linfócitos T CD4+ [87-89] e são consideradas T-reg clássicas. Ao contrário das 
nT-reg, as iT-reg se desenvolvem no sangue periférico a partir de linfócitos T 
CD4+ naive em resposta a antígenos próprios ou a tumores. Estas células 
inibem o sistema imunológico por vários mecanismos, destacando-se a 
diminuição dos níveis de IFN-γ e o aumento dos níveis de IL-10 e TGF- β 
[90,91]. 
As T-reg são importantes para o controle da tolerância periférica. Elas 
controlam o sistema imune adaptativo e previnem a autoimunidade por meio de 
sua ação supressora nos linfócitos T CD4+ e CD8+. A ação supressora, 
também inclui os linfócitos B, as células dendríticas, os monócitos/macrófagos 
e recentemente, estudos demonstraram que as T-reg são também capazes de 
inibir as células NK [92-94]. Portanto, elas exercem seu controle da resposta 
imunológica, desde a reposta inata à adaptativa. 
A primeira investigação sobre as células T-reg mediando à inibição das 
células NK foi o estudo de Shimizu e colaboradores [95] publicado em 1999. 
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Neste estudo, foi observado que esplenócitos de camundongos das linhagens 
Balb/c, B6, ou C3H, quando depletados das células CD4+CD25+ previamente 
ao cultivo pelo período de uma semana e na ausência de estimulação, 
resultavam em preparações celulares com atividade citotóxica, capazes de 
eliminar, eficientemente, vários tipos de células tumorais. Subsequentemente, 
demonstraram que as células citotóxicas presentes entre os esplenócitos eram, 
de fato, células NK. Por outro lado, quando esplenócitos não depletados eram 
testados nas mesmas condições, não apresentavam qualquer atividade 
citotóxica, apontando para o efeito supressor das células CD4+CD25+ 
presentes. 
 
Interação linfócitos T reguladores (T-reg) e células NK 
A maioria dos tumores expressam antígenos próprios e, portanto, 
acredita-se que a ação dos linfócitos T-reg no sentido de induzir tolerância do 
sistema imunológico contribua para a imuno evasão dos tumores, tornando-se, 
consequentemente, um obstáculo para o desenvolvimento eficaz da 
imunoterapia [96]. As células T-reg vêm sendo implicadas nos mecanismos de 
supressão da resposta imunológica contra tumores [97-99], inclusive no câncer 
de ovário [78,100] e, em linhas gerais, associa-se a presença das T-reg no 
infiltrado linfocitário tumoral, bem como a produção das citocinas IL-10, TGF-β, 
ao pior prognóstico. Todavia, ainda se conhece pouco sobre os mecanismos 
específicos envolvidos na interação entre os linfócitos T-reg e NK durante o 
desenvolvimento das neoplasias humanas.  
É de se esperar que a supressão generalizada do sistema imunológico 
no microambiente tumoral e decorrente da presença dos linfócitos T-reg 
contribua para prejudicar, mesmo que indiretamente, a função das células NK. 
Como já mencionado, os linfócitos T-reg secretam TGF-β e IL-10 [101,102], 
citocinas com amplo espectro modulador de diferentes células do sistema 
imunológico, incluindo os linfócitos T helper e citotóxico, bem como, células 
dendríticas, monócitos e linfócitos B [103,104]. Além da via humoral, sabe-se 
que os linfócitos T-reg também podem atuar pelo contato com outras células, 
como, por exemplo, por meio da interação entre as moléculas ligante CTLA-4 
presentes nas T-reg e os receptores CD80 e CD86 das células dendríticas, 
interferindo diretamente na função das células apresentadoras de antígenos 
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[90]. Assim, como resultado da atividade das células T-reg, vias importantes 
para potencializar a função das células NK, como a secreção de IL-2 pelos 
linfócitos T helper, estariam prejudicadas no microambiente tumoral.  
Adicionalmente, mecanismos baseados na ação direta dos linfócitos T-
reg sobre as células NK vêm sendo investigados. Embora haja controvérsias 
sobre se a interação entre os linfócitos T-reg e NK ocorreria pela via humoral e, 
neste caso, mediada pelas citocinas IL-10 e TGF-β, demonstrou-se que os 
linfócitos T-reg expressam TGF-β na superfície celular e, dessa forma, a 
interação funcional com as células NK dependeria do contato celular. 
Ghiringhelli e colaboradores [80] observaram inibição da atividade citotóxica 
das células NK tanto na presença do TGF- β solúvel como na presença das 
células T-reg, demonstrando, ainda, que a atividade citotóxica poderia ser 
restaurada por bloqueio com o anticorpo TGF-β. Smyth e colaboradores [25] 
obtiveram resultados semelhantes ao mostrarem que na presença das células 
T-reg, o anti-TGF- β restaurou a capacidade das células NK de lisarem células 
neoplásicas RMA-S-Rae1β. Mostraram, ainda, que o contato celular entre T-
reg e NK foi necessário, uma vez que, o co-cultivo destas células no sistema de 
transmembrana (transwell), ou mesmo, o sobrenadante das culturas das 
células T-reg ativadas, não exerceram efeito inibidor da função NK.  
O TGF-β tem sido associado à diminuição na expressão do receptor 
ativador NKG2D das células NK, o que poderia explicar, pelo menos em parte, 
os efeitos supressores exercidos pelos linfócitos T-reg [25,80,105]. Todavia, 
sabe-se que o sinal estimulador promovido exclusivamente pela interação do 
receptor NKG2D com o seu ligante específico, não é suficiente para ativação 
das células NK humanas, sendo necessário que outros receptores ativadores 
atuem conjuntamente [106]. Portanto há a necessidade de se investigar os 
efeitos moduladores das células T-reg sobre outros receptores ativadores 
importantes para a função das células NK. 
Em relação à citocina IL-10, a qual também é produzida pelos linfócitos 
T-reg, ensaios semelhantes àqueles realizados para avaliar o papel do TGF- β, 
mostraram que o uso de anti-IL-10 não bloqueou o efeito inibidor das células T-
reg sobre as células NK, indicando que esta citocina não exerceria qualquer 
efeito modulador da função NK [107]. 
26 
 
 
Outro mecanismo proposto para explicar como os linfócitos T-reg 
modulam a função das células NK baseia-se na restrição da disponibilidade da 
IL-2 [108]. Ambas as células são ativadas pela IL-2 e expressão da molécula 
receptora CD25 em sua superfície. No microambiente tumoral as células T-reg, 
que ocorrem em grande quantidade, competiriam pela IL-2 [109]. 
Curiosamente, assume-se que células NK estimuladas por citocinas pró-
inflamatórias, como a IL-2, previamente a exposição aos linfócitos T-reg seriam 
resistentes aos efeitos inibidores destas células e, embora alguns estudos 
mostrem isso [80,110], são desconhecidos os mecanismos moleculares 
implicados na resistência [111]. 
Geller e colaboradores [112] publicaram um estudo de fase II, no qual 
pacientes com câncer avançado de ovário foram tratadas com células NK de 
doadores haploidênticos. O protocolo terapêutico avaliado incluiu a preparação 
das pacientes por meio da administração de fludarabine e ciclofosfamida e, em 
alguns casos, irradiação previamente a administração das células NK. As 
células NK adotivas foram estimuladas com IL-2 e administradas nas pacientes 
que, ainda, receberam IL-2 subcutâneo por mais duas semanas após o 
transplante. A experiência clínica com este protocolo provém do tratamento de 
pacientes com leucemias, nos quais sabe-se que o sucesso terapêutico é 
dependente da proliferação das células NK adotivas, o que é detectado no 
sangue quatorze dias após o transplante. Todavia, as células T-reg 
predominaram, mostrando a complexidade das interações envolvendo a IL-2, 
linfócitos T-reg e NK em pacientes com câncer de ovário. 
 
1.1 Justificativa 
 
A resposta imunológica contra o câncer resulta do equilíbrio entre os 
mecanismos de ativação e supressão do sistema imunológico. Nos últimos 
anos, estudos mostraram que somente o aumento da ativação do sistema 
imune não é suficiente para a erradicação do câncer. Assim, estratégias 
imunoterapêuticas mais efetivas dependerão da ativação do sistema 
imunológico combinada à eliminação dos mecanismos imunossupressores. 
A presença de linfócitos, seja TIL (tumor-infiltrating lymphocytes) ou TAL 
(tumor-associated lymphocytes), em tumores de ovário, mais especificamente 
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os subtipos CD3+ e CD8+ TILs, teve um aumento significativo na sobrevivência 
em cinco anos das pacientes com câncer de ovário [21,113,114]. Entretanto, o 
aumento do subtipo de linfócito T-reg, diminuiu a sobrevivência das pacientes e 
comprometeu funções imunológicas [25,26,80]. Embora tenho sido relatado 
que TIL e TAL contêm células NK, pouco se sabe sobre sua função antitumoral 
e modulação pelo microambiente tumoral do câncer de ovário. A maioria das 
informações existentes na literatura, são de estudos derivados de células NK 
isoladas do sangue periférico das pacientes. Dois estudos recentes analisaram 
as células NK em ascites de pacientes com câncer de ovário. A falha da 
atividade funcional das células NK foram relacionadas à diminuição da 
expressão dos receptores ativadores DNAM-1 [79] e NKp30 [115], como 
consequência da exposição prolongada ao seu respectivos ligantes, CD155 e 
B7-H6. 
Portanto, há a necessidade de se investigar o microambiente tumoral de 
pacientes com câncer de ovário, no sentido de se compreender os mecanismos 
de modulação da função celular efetora e conteúdos que implicam na 
imunossupressão. 
 
2. OBJETIVOS 
 
2.1 Caracterizar o líquido ascítico, ao qual foi identificado como 
microambiente tumoral em pacientes com câncer de ovário, em relação aos 
subtipos de linfócitos, citocinas pró- e anti-inflamatórias e atividade funcional de 
células NK, quanto à degranulação e resposta ao estímulo com IL-2. 
 
2.2 Descrever as características fenotípicas e moleculares de uma nova 
linhagem celular de carcinoma de ovário epitelial CAISMOV24 estabelecida 
durante o projeto, e comparar as alterações genômicas entre a linhagem e as 
células primárias malignas. 
 
3 METODOLOGIA 
 
3.1 Artigo 1 
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3.1.1 Desenho do estudo 
Trata-se de um estudo experimental da caracterização do microambiente 
tumoral de pacientes com câncer de ovário, com ênfase na atividade funcional 
antitumoral das células NK. Foram analisados parâmetros indicativos de 
supressão da resposta imunológica, particularmente sobre as células NK, nas 
amostras de sangue e ascite das participantes. Dessa forma, foram 
determinadas as populações de linfócitos NK, NK-like T, T e T-reg e expressão 
de receptores ativadores nas células NK. A função das células NK circulantes e 
ascíticas foi avaliada pela degranulação. Foram ainda, quantificadas as 
citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF, INF-γ e TGF-β1 no soro e líquido ascítico. 
Tais parâmetros nos permitiram conhecer alterações no sistema imunológico 
das pacientes com câncer de ovário e associar a função das células NK. 
 
3.1.2 Sujeitos e critérios de inclusão 
Foram incluídas neste estudo 12 pacientes da clínica de menopausa 
sem nenhum histórico de neoplasia de ovário para o grupo controle e 14 
pacientes com indicação cirúrgica para diagnóstico da neoplasia de ovário, 
bem como, pacientes com carcinoma de ovário (estágios I-IV) classificado de 
acordo com a Federação Internacional de Ginecologia e Obstetrícia (FIGO), 
ambas assistidas no Hospital Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti - Centro de 
Atenção Integral a Saúde da Mulher (CAISM). Foram incluídas no estudo 
apenas as pacientes que aceitaram participar voluntariamente, após receberem 
esclarecimento quanto aos objetivos da pesquisa e procedimentos a que 
seriam submetidas. A anuência da paciente a participação da pesquisa deu-se 
pela assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido. Os 
procedimentos adotados foram homologados pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas (27 de Setembro de 2011, 
#897/2011) e foi registrado no Conselho Nacional de Saúde (CAAE: 
0807.0.146.000-11), e respeitaram os princípios enunciados na Declaração de 
Helsinque e na resolução CNS 446/2012 do Ministério da Saúde. Os 
experimentos e análises foram feitos nos Laboratórios Clínicos Especializados 
(LCE), do CAISM. 
 
3.1.3 Coleta das amostras de sangue e ascite  
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A coleta de sangue foi realizada pelo Serviço de Enfermagem do CAISM 
por meio de punção venosa utilizando sistema de coleta a vácuo e tubos com 
capacidade para 9ml contendo heparina sódica (Vacuette, Campinas, Brasil). A 
ascite foi obtida por paracentese de alívio ou no momento da cirurgia, até o 
volume de 100ml. As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) ou 
as células ascíticas (CA) foram isoladas por gradiente de centrifugação (Ficoll, 
Amersham Pharmacia Biotech, Psicataway, NJ, USA) e criopreservadas com 
meio SFB contento 10% de DMSO em nitrogênio líquido, até o momento de 
uso.  
 
3.1.4 Cultura de linhagens de células tumorais 
As linhagens tumorais humanas K562 (eritromieloblastoide) e OVCAR3 
(carcinoma de ovário) foram mantidas em meio RPMI-1640 (LCG Biotecnologia 
Ltda, Cotia, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, LCG 
Biotecnologia Ltda, Cotia, Brasil) e 2mM de L-glutamina (Gibco, Tóquio, 
Japão). A manutenção das linhagens tumorais ocorreu a cada 48-72h, quando 
foram supridas com meio de cultura novo e as células repicadas sempre que 
necessário (K562 mantidas com a densidade entre 0,3-0,4x106cél./ml a 1-
1,2x106cél./ml e OVCAR3 repicadas na confluência). 
 
3.1.5 Fenotipagem de linfócitos das células mononucleares do sangue 
periférico (CMSP) e células da ascite (CA). 
Amostras de PBMC e CA foram avaliadas quanto à presença de 
marcadores específicos de superfície celular, permitindo determinar a 
porcentagem de cada subtipo de linfócito. Para esta avaliação foram utilizadas 
misturas de anticorpos monoclonais diretamente conjugados com os 
fluoróforos. Os anticorpos monoclonais utilizados foram: anti-CD3 APC-Cy7 
(clone Sk7), anti-CD4 PerCP-Cy5.5 (clone RPA-T4), anti-CD25 PE (clone M-
A251), anti-CD56 PE-Cy7 (clone B159), anti-CD127 Alexa Fluor 647 (clone 
HIL-7R-M21) (BD PharmingenTM) e anti-CD8 FITC (clone OKT8) (Miltenyi 
Biotec). Para a marcação das células, foram misturadas 200µl de suspensão 
de células a 1x106 cél/ml com 1µl do anticorpo monoclonal, em combinações 
utilizando até seis cores, e incubadas por 30 minutos no escuro à temperatura 
de 5-10ºC. Após o período de incubação as células foram centrifugadas 
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(600g/5min), o sobrenadante descartado e o precipitado suspenso em PBS 
(LGC Biotecnologia, Brasil) para subsequente aquisição por citometria de fluxo. 
Para a análise das aquisições foram utilizados os programas FACSuite™ 
(Becton Dickson – San Jose – Califórnia-USA) e FlowJo™ (Treestar, Ashland, 
OR, USA). Foram adquiridos entre 10.000 à 20.000 eventos por amostra. 
Análise dos dados foi feita pelo programa FlowJo (Versão 10), Tree Star, 
Ashland, OR, EUA). A população de linfócitos foi identificada pelo parâmetro 
foward scatter (FSC) e side scatter (SSC), e FSC-Area contra FSC-Altura foi 
usada para eliminar os doublets. Dentro da população de linfócitos, a 
população de linfócitos CD3+ foi identificadas pelo anti-CD3. Dentro da 
população CD3+, foram identificadas as populações CD4+ e CD8+ pelo anti-
CD4 contra anti-CD8. A final, dentro da população CD4+, foi identificada a 
população de T-reg pelo anti-CD25 contra anti-CD127. 
 
3.1.6 Estimulação de células efetoras com rhIL-2 
 Tubos de criopreservação com células do sangue periférico ou ascite 
foram removidos do nitrogênio líquido, descongelados em temperatura 
ambiente e as células lavadas duas vezes com PBS (Phophate-buffered 
saline). Depois de lavadas, o número de células e viabilidade foram 
identificados e a suspensão celular foi ajustada para a densidade de 1x106 
células/ml com RPMI-1640 (Nutricell Nutrientes Celulares Ltda) suplementada 
com 10% de SFB e 2mM de L-Glutamina. Cada suspensão celular obtida neste 
procedimentos foi dividida em duas partes iguais, e 1000 U/ml de IL-2 
recombinante humano (rhIL-2) foi adicionado em uma delas. Ambas as 
amostras foram incubadas por uma noite à 37oC em 5% de CO2. 
 
3.1.7 Avaliação da atividade funcional das células NK e fenotipagem de 
seus receptores ativadores. 
Nas células NK, a molécula CD107a (LAMP-1) localiza-se no lisossomo, 
junto à perforina e sua expressão na superfície celular ocorre durante a lise das 
células alvo [116]. Dessa forma, o CD107a presta-se como marcador de 
degranulação de células NK humanas quando co-incubadas com células alvo. 
Suspensões de células efetoras (antes e após a estimulação com IL-2) e de 
células alvo (K562 cell line) foram preparadas na concentração de 2x106 
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células/ml. As suspensões foram co-incubadas na razão de 1:1 e com volume 
final de 200 µl, em tubos de fundo U (Jetbiofil, Guangzhou, China), em 
duplicatas. As células foram centrifugadas rapidamente (30x g por 3 min) e 
incubadas por 2 h à 37oC. Os tubos contendo as células efetoras sem células 
alvo, foram também preparados para a quantificação basal da expressão do 
CD107a. Depois da incubação, os microtubos foram centrifugados (600x g por 
5 min), os sobrenadantes descartados e as células ressuspensas em 50 µl de 
solução de coloração (PBS suplementado com 2% de SFB e 2mM de EDTA), 
contendo os anticorpos monoclonais (mAb) conjugados com os fluoróforos anti-
CD3 APC-Cy7 (clone SK7), anti-CD56 PE-Cy7 (clone B159), anti-CD107a PE-
Cy5 (clone H4A3), anti-DNAM-1 FITC (clone DX11), anti-NKG2D APC (clone 
1D11) (BD PharmigenTM, San Jose, CA, EUA), e anti-NKp30 PE (clone AF29-
4D12) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemanha). Em seguida, as células 
foram incubadas por 30 min em gelo no escuro. Após a incubação, as células 
foram lavadas duas vezes (centrifugadas à 600x g por 5 min), ressuspensas 
em 400 µl de PBS e analisadas por citometria de fluxo. A aquisição dos dados 
foi feita usando o citômetro FACSVerse com o programa FACSuite (Becton 
Dickinson, San Jose, CA, EUA). Foram adquiridos entre 10.000 à 20.000 
eventos por amostra. Análise dos dados foi feita pela programa FlowJo (Versão 
10), Tree Star, Ashland, OR, EUA). A população de linfócitos foi identificada 
pelos parâmetros Foward Scatter (FSC) e Side Scatter (SSC), e FSC-Area 
contra FSC-Altura foi usada para eliminar os doublets. Dentro da população de 
linfócitos, as células NK foram identificadas pelo anti-CD3 contra anti-CD56 e 
localizadas como CD3-CD56+. O parâmetro de degranulação CD107a foi 
quantificado dentro da população de células NK. A mesma estratégia foi usada 
para a quantificação dos receptores ativadores na população de células NK. 
 
3.1.8 Quantificação de citocinas 
Foram quantificadas as citocinas presentes no sobrenadante das 
amostras de sangue e ascite. Foi usado o kit de citocinas humanas Th1/Th2 
CBA (BD Cytometric Bead Array), que contém anticorpos específicos para IL-2, 
IL-4, IL-5, IL-10, TNF e INF-γ e o kit de citocina TGF-β1 humano Single Plex 
Flex Set CBA (BD Cytometric Bead Array), segundo as recomendações do 
fabricante. 
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3.2 Artigo 2 
 
3.2.1 Informações sobre a paciente e sobre a coleta da ascite 
O sujeito do estudo foi uma mulher de 60 anos, sujeitada a laparotomia 
exploratória para a investigação de uma possível neoplasia de ovário no 
Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti- CAISM, Universidade 
Estadual de Campinas. Foi encontrado um tumor de ovário não ressecável de 
estádio IIIC, cuja anatomia patologia categorizou como adenocarcinoma seroso 
de baixo grau. A paciente foi tratada com quimioterapia seguida de cirurgia de 
citorredução. Um ano depois ocorreu a recidiva do tumor e a ascite da paciente 
foi coletada para iniciar a cultura in vitro da futura linhagem CAISMOV24, 
através da aspiração estéril no momento da laparatomia. A paciente acabou 
falecendo de metástase no pulmão. O Termo de Consentimento Livre 
Esclarecido foi assinado pela paciente e por um familiar após o óbito, para 
autorizar a publicação científica do artigo. Os procedimentos adotados foram 
homologados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Estadual de 
Campinas (27 de Setembro de 2011, #897/2011) e foi registrado no Conselho 
Nacional de Saúde (CAAE: 0807.0.146.000-11). 
 
3.2.2 Iniciação e manutenção da cultura celular 
A amostra da ascite após a coleta foi levada ao laboratório dos 
Laboratórios Clínicos Especializados (LCE) do CAISM, transferida para tubos 
de 50ml e foi adicionado 25 IU/ml de heparina sódica (Liquemine, Roche, São 
Paulo, SP, Brasil). A fração celular foi isolada por precipitação da fração celular 
por centrifugação com PBS. O pellet final foi resuspendido com meio HAM F10 
suplementado com 10% de SFB (Nutricell, Campinas, SP, Brasil) e 2mM de L-
glutamina (Nutricell, Campinas, SP, Brasil). O número de células e a viabilidade 
foram determinados usando um hemocitômetro. Em seguida, 10x104 de células 
tumorais foram lançadas em placas de Petri (35 X 10 mm; Corning, Nova York, 
EUA), com meio RPMI-1640 suplementado com 10% SFB em um volume total 
de 2 ml e incubadas a 370C, 5% CO2). Depois de expandidas além da 
capacidade da placa de Petri, elas foram transferidas para frascos T25 
(JetBiofil, Guangzhou, China) à 104 células/cm2, com meio HAM F10 
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suplementado com 10% SFB. Então as culturas foram reabastecidas com meio 
fresco a cada 2 ou 3 dias e tratadas com tripsina/EDTA para transferência a 
cada 2 semanas. 
 
3.2.3 Análise do crescimento cinético in vitro da CAISMOV24 
 A quantificação da capacidade de multiplicação das células foi avaliada 
múltiplas vezes durante as passagens in vitro número 63 e 100, através do 
número de células e viabilidade contabilizado pelo hemocitômetro. A média do 
número de células por cm2 foi expressa em uma escala semi-logarítimica. 
Adicionalmente, a divisão celular foi avaliada por citometria de fluxo, através do 
corante de proliferação violeta 450 (VPD450). Becton and Dickinson Company, 
Mountain View, EUA), de acordo com as instruções do produtor. A citometria 
de fluxo foi realizada no citômetro FACSVerse com o programa FACSuite 
(Becton Dickinson, San Jose, EUA). As células tumorais foram identificadas 
pela configuração dos parâmetros SSC/FSC, levando-se em consideração a 
intensidade de fluorescência no dia 0 nas células marcadas e não marcadas. 
Foi usado a plataforma de proliferação do programa FlowJo 7.1 (Tree Star, 
Ashland, EUA) para a análise dos dados. 
 
3.2.4 Imunofenotipagem da CAISMOV24 e sua produção de 
biomarcadores em cultura. 
 Para a imunofenotipagem foram usados os anticorpos monoclonais 
conjugados com fluoróforos anti-CD326-EpCAM (clone EBA), anti-HLA-class I 
(clone G46-2.6), anti-TGF-β1 (clone TW4-9E7), anti-CD39 (clone TU66), anti-
CD73 (clone A2D), (Becton and Dickinson Company, Mountain View, EUA) e 
anti-CD155-PVR (clone 2H7) (eBioscience, San Diego, EUA). As células foram 
incubadas por 30 minutos no gelo e no escuro. Depois da incubação, a células 
foram lavadas 2 vezes com PBS e o pellet final foi suspenso com PBS para 
aquisição por citometria de fluxo. A linhagem celular humana K562 foi usada 
como controle negativo para os marcadores de superfície celular no ensaio. As 
células tumorais foram identificadas pela configuração dos parâmetros 
SSC/FSC. 
 Os níveis de marcadores tumorais solúveis CA125 e HE4 foram 
avaliados nos meios de cultura adquiridos entre as passagens in vitro 45 e 65 
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da CAISMOV24. O ensaio imune automático de quimioluminescência foi usado 
para a avaliação dos marcadores, pelos kits CA125 II e Architect HE4, 
combinados com o Architect iSystem (Abott Diagnostics; Wiesbaden, 
Alemanha), de acordo com as instruções do produtor.  
 
3.2.5 Análise citogenética 
 A linhagem celular CAISMOV24 foi sujeita a análise de cariótipo de 
rotina e citogenética. Brevemente, as células de cultura foram tratadas com 
100µl de solução colcemid KarioMAX (10µg/ml; Life Technologies, Carlsbad, 
CA, EUA) e incubadas por 5 horas (37oC, 5% CO2). As células foram tratadas 
com tripsina/EDTA (0,25%), transferidas para um tubo cônico de 15ml e 
centrifugada (200g/10min/temperatura ambiente). As células foram tratadas 
com solução hipotônica com 0,075 M KCL por 8 minutos à 37oC, centrifugadas 
e fixadas 3 vezes por 10 minutos com metanol e ácido acético na proporção de 
3:1. A suspensão celular foi transferida para lâminas de microscópio e a análise 
dos cromossomos foi feita com a coloração Giemsa G-banding. Vinte 
metáfases de boa qualidade foram analisadas para descrever os resultados e 
as imagens digitais foram obtidas usando o BANDview System (Applied 
Spectral Imaging; Carlsbad, EUA). 
 
3.2.6 Autenticação da linhagem celular 
 A análise de short tandem repeats (STRs) foi feita pela Engenharia 
Molecular Genômica Ltda. (São Paulo, Brasil), cujas análises incluíram 
marcadores para 21 locus em diferentes cromossomos: D10S1237, D13S317, 
D16S539, D18S51, D19S433, D1S1656, D21S11, D22S1045, D2S1338, 
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, HUMCSF1PO, HUMFIBRA_FGA, 
HUMTH01, HUMTPOX, HUMVWA, Penta D, Penta E. O perfil de STR da 
linhagem CAISMOV24 foi comparada à outras linhagem celulares humanas 
usando a ferramenta online http://www.dsmz.de/services/services-human-and-
animal-cell-lines/online-str-analysis.html. 
 
3.2.7 Ensaio de hibridização genômica comparativa 
 A plataforma de microarray Affymetrix Cytoscan HD (Affymetrix, Santa 
Clara, EUA), foi usada para comparar alterações no DNA entre as células 
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CAISMOV24 e as células primárias malignas. Esta plataforma de hibridização 
genômica comparativa contém 2.6 milhões de marcadores para CNVs (Copy 
Number Variations) e 750.000 para SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), 
permitindo a alta resolução de detecção de aberrações no genoma. Antes da 
extração do DNA, as células primárias malignas foram isoladas da ascite pela 
seleção positiva de leucócitos em coluna magnética (MidiMAcs separation 
system, Miltenyi, Bergisch Gladbach, Germany), através do anticorpo 
monoclonal anti-CD45 conjugado com esferas magnéticas. A suspenção 
celular da linhagem CAISMOV24 foi obtida através da tripsinização da cultura. 
O DNA foi obtido com o kit de extração baseado em colunas com membrana de 
sílica para purificação do DNA (Illustra GenomicPrep MiniSpin Kit, GE 
Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido). No final, 250ng de DNA das 
células CAISMOV24 e células primárias malignas foram usados para 
hibridização microarray usando a plataforma Cytoscan HD (Affymetrix) de 
acordo com as instruções do produtor. Os arquivos de dados Affymetrix CEL 
fora convertidos em arquivos CYCHP e os dados de microarray foram 
analisados usando o Affymetrix Chromosome Analysis Suite 3.0 (ChAS 3.1) 
(Affymetrix). A análise foi feita usando uma configuração de 50 sondas 
consecutivas de 100 kbp de comprimento para a detecção de ganhos e perdas 
de material genético. A intersecção dos genes presente nas regiões de 
alterações genômicas comum entre as células malignas primárias e células 
CAISMOV24, foi analisada usando o programa InteractVenn 
(http://www.inteactivenn.net). Os genes relevantes presentes nas sequências 
de alterações genômicas foram comparadas com o Catalogue of Somatic 
Mutations in Cancer (COSMIC Welcome Trust Sanger Institute). 
 
3.2.8  Triagem de mutação 
 O DNA e o RNA foram obtidos das células crio preservadas da 
passagem 83 in vitro da CAISMOV24, com os kits de extração usando colunas 
com membrana de sílica (Illustra GenomicPrep MiniSpin Kit, GE Healthcare, 
Buckinghamshire, Reino Unido). O DNA e o RNA foram quantificados com o 
Qubit dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA) e RNA BR 
Assay Kit (ThermoFisher Scientific). A qualidade dos produtos da extração do 
DNA foi avaliada através de eletroforese em agarose (1%) marcado com SYBR 
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safe DNA Gel Stain (ThermoFisher Scientific). O comprimento do fragmento de 
RNA foi avaliado pelo Bioanalyzer trace (DV200 metric) usando um chip 
RNA6000 no Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, EUA). 
Os produtos do DNA foram avaliados para possíveis mutações nos genes 
KRAS (exon15), BRAF (exon2) e TP53 (exon 2-11) pelo sequenciador Sanger 
com o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (ThermoFisher Scientific) e 
eletroforese capilar em um sequenciador automatizado Apllied Biosystems. 
Adicionalmente, o painel TruSight RNA Pan-Cancer Panel (Illumina, Inc., EUA) 
foi usado para análise de transcriptoma de 1.385 genes e 21.043 regiões de 
exons, implicados em hotspot de mecanismo de câncer, seguindo o protocolo 
do produtor. 
 
3.3 Análise de resultados e estatística 
Foi realizada uma análise descritiva para obtenção da média, mediana, 
percentual, valores mínimos e máximos e erro padrão da média (SEM) para as 
variáveis: subtipos de linfócitos, variação relativa dos subtipos de linfócitos e 
degranulação das células NK. As comparações das variáveis nos grupos foram 
feitas pela teste T de Student para amostras dependentes. A análise de 
comparação múltipla de variáveis foi feita pela ANOVA seguida de teste post 
hoc de comparações múltiplas. Os valores foram significativos quando o p< 
0,05. Para todas as análises foi utilizado o programa estatístico SAS versão 
9.1. 
 
4. RESULTADOS 
Artigo 1. da Silva RF, Yoshida A, Cardozo DM, Jales RM, Paust S, Derchain S, 
Guimarães F. Natural killer cells response to IL-2 stimulation is distinct between 
ascites with the presence or absence of malignant cells in ovarian cancer 
patients. Int J Mol Sci 2017;18(5). 
 
Artigo 2. da Silva RF, Cardozo DM, Rodrigues GOL, de Souza-Araújo CN, 
Migita NA, Andrade LALA, Derchain S, Yunes JA, Guimarães F. CAISMOV24, 
a new human low-grade serous ovarian carcinoma cell line. BCM 2017;17:756. 
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5. DISCUSSÃO GERAL 
 O microambiente tumoral em pacientes com câncer de ovário é 
mencionado por conter propriedades imunossupressoras [77]. Os componentes 
celulares e solúveis do sistema imunológico constituem o microambiente, e o 
recrutamento ou produção dos componentes, estão relacionados com resposta 
inflamatória à malignidade do tumor. Este estudo caracterizou as ascites em 
relação aos subtipos de linfócitos, citocinas e avaliou a atividade funcional das 
células NK e sua modulação pelo microambiente tumoral. Baseado em estudos 
que relataram que as células NK do sangue periférico de pacientes com câncer 
de ovário tem baixa citotoxicidade [117,118], criamos a hipótese que as células 
NK de ascites de pacientes com câncer de ovário teriam também sua 
funcionalidade afetada. Entretanto, nós observamos que a ascite pode afetar a 
função das células NK pelo aumento ou diminuição da citotoxicidade, 
dependendo dos componentes presentes. 
 Em nosso estudo, as ascites com presença de células tumorais de 
câncer do ovário (ascites carcinomatosas), confirmadas pelo resultado da 
citopatologia, tiveram efeitos supressores na função das células NK, medidos 
pela degranulação. Ao contrário, ascites sem a presença das células tumorais 
(ascites não carcinomatosas), exibiram o maior nível de degranulação das 
células NK, tanto antes ou depois da estimulação com IL-2, sugerindo uma 
estimulação local prévia. Nas ascites carcinomatosas, a estimulação prévia não 
foi observada nas NK e também as NK foram hiporresposivas ao estímulo com 
IL-2, junto com a elevada porcentagem de linfócitos T-reg e citocinas 
inflamatórias. Estes fatores foram associados à geração de um ambiente 
favorável ao crescimento e desenvolvimento do tumor em pacientes com 
câncer de ovário [119-121]. 
 Os receptores ativadores das células NK desempenham um papel 
fundamental em sua função antitumoral, como foi demonstrado em pacientes 
com câncer de ovário [79,115,122]. Como mencionado anteriormente, a 
atividade funcional das células NK dependem de sinais inibidores e ativadores, 
ao qual resultam da interação de seus receptores com os respectivos ligantes 
nas células tumorais. Nossos resultados foram similares ao de Carlsten et al. 
[79] mostrando a redução da expressão dos receptores ativadores DNAM-1 e 
CD16 em ascites carcinomatosas. Também similar ao estudo de Pesce et al. 
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[115], nossos resultados mostraram a redução do receptor NKp30 nas NK das 
ascites carcinomatosas. O mecanismo proposto da modulação dos receptores 
ativadores das células NK foi através da exposição prolongada dos receptores 
aos respectivos ligantes. Os estudos de Carlsten et al. [72,79] mostraram que o 
ligante do DNAM-1, a molécula CD155 (PVR), é altamente expresso na 
superfície das células do carcinoma de ovário, e a exposição demasiada das 
células NK às células tumorais, induz a diminuição da expressão do DNAM-1 
pelo contato celular. O estudo de Pesce et al. [115] mostrou o mesmo 
mecanismo de modulação do receptor ativador NKp30 ao seu respectivo 
ligante B7-H6 nas células tumorais de ascites de câncer de ovário [54]. 
Portanto, ambos os mecanismos foram associados com o comprometimento 
funcional das células NK em pacientes com câncer de ovário. Em nosso 
estudo, os resultados mostram que a diminuição da expressão dos receptores 
ativadores DNAM-1, NKp30 ou CD16 não foi o suficiente para comprometer a 
atividade funcional das células NK e resposta à IL-2, já que a ascite não 
carcinomatosa teve os maiores níveis de ativação de NK. 
 O perfil das citocinas foi significativamente diferente entre ascites 
carcinomatosas e não carcinomatosas. Apesar dos resultados das citocinas 
serem obtidos por intermédio de uma avaliação precisa, os níveis de citocinas 
podem ter sido menores do que o real, por causa do processo da formação da 
ascite. O peritônio forma um espaço na cavidade abdominal, ao qual o volume 
pode ser rapidamente alterado durante o desenvolvimento da ascite, 
principalmente em mulheres com câncer de ovário avançado. Portanto, este 
processo pode diluir moléculas solúveis presentes na cavidade. Nossos 
resultados mostraram níveis elevados de IL-2 nas ascites não carcinomatosas 
quando comparados ao sangue de controles. Este resultado é consistente com 
a alto nível de degranulação das células NK nas ascites não carcinomatosas, 
sugerindo a estimulação prévia das NK pelo IL-2 no local do tumor. Esta 
observação confirma o resultado do nosso estudo prévio mostrando que o 
estímulo contínuo de IL-2, aumenta o nível de degranulação de células NK in 
vitro [122]. Em nosso estudo, o nível elevado de TNF-α nas ascites 
carcinomatosas sugere um processo inflamatório benéfico para o 
desenvolvimento do tumor. Por outro lado, estudos têm investigado a 
contribuição de citocinas inflamatórias para o desenvolvimento do tumor [123-
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126]. Particularmente no câncer de ovário, Kulbe et al. [123] mostrou que em 
camundongos, a secreção do TNF-α por células tumorais de ovário estimula 
uma rede constitutiva, contendo citocinas, quimiocinas, fatores angiogênicos, 
que promovem a colonização do peritônio e neovascularização para o 
crescimento dos implantes tumorais. Em humanos, Kolomeyevskaya et al. 
[126] mostrou também que altos níveis de TNF-α e IL-6 nas ascites de 
pacientes com câncer de ovário avançado, prevê pior sobrevida livre de 
progressão e sobrevida global. Portanto, o mesmo processo pode estar 
acontecendo no microambiente tumoral das pacientes com estádio avançado, 
incluídas em nosso estudo. 
 Além disso, o alto número de T-regs presentes nas ascites 
carcinomatosas em nosso estudo, corrobora com a ideia de que houve um 
processo inflamatório benéfico para o tumor no microambiente tumoral. Os 
linfócitos T-reg são conhecidos por modular inflamação controlando células do 
sistema imune e permitindo a manutenção da homeostase [127]. O estudo de 
Landskron et. al. [128], também mostrou a acumulação de T-regs em ascites 
de pacientes com câncer de ovário, e foi correlacionado positivamente com 
células EpCAM+ (células epiteliais) nas ascites, ao qual sugere a presença de 
células tumorais. Eles também confirmaram a proliferação e recrutamento de T-
regs para a ascite pela expressão do CCR4 e Ki-67, e ativação pela expressão 
do CD147 e CTLA-4 [128]. As células T-reg presentes nas ascites do nosso 
estudo teve o fenótipo CD4+CD25+CD127-, ao qual é consistente com T-regs 
ativadas, já que nas T-reg a molécula CD127 é inversamente correlacionada 
com o FoxP3, que é conhecida como marcador de ativação de células 
imunológicas [86,129-131]. 
 As células T-reg tem a capacidade de secretar IL-10 e TGF-β, para a 
modulação de linfócitos T citotóxicos e auxiliares, células dendríticas, 
monócitos e linfócitos B [103,104,132], também através do contato celular pela 
interação do CTLA nas T-regs com CD80 e CD86 nas células dendríticas [90]. 
O estudo de Ghiringhelli et al. [80] mostrou que no sistema in vitro, a atividade 
funcional das células NK foi danificada por TGF-β solúvel ou pelos linfócitos T-
reg, e com o uso de anti-TGF-β como bloqueador, a atividade funcional das 
células NK foi restaurada. Estudos semelhantes também mostraram que o uso 
do anti-TGF-β pode restaurar a atividade funcional das NK na presença de T-
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regs [25,133]. Todavia, Smyth et al. [25] e Zhou et al. [134], indicaram que o 
contato celular, mediado pelo TGF-β na superfície das T-reg, é necessário para 
que as T-reg exerçam seu poder modulador nas NK, já que a co-cultivação de 
T-reg e NK em um sistema transwell, e o sobrenadante de T-regs ativadas, não 
exercem um efeito inibitório na atividade das NK. Entretanto, um estudo 
recente de Viel et al. [135] mostrou evidências do mecanismo do TGF-β de 
inibição da ativação das células NK, através da repressão da via mTOR. O 
estudo mostrou que a inibição dos sinais do TGF-β nas células NK, melhorou o 
potencial das células NK de controlar metástases em modelos murinos. 
 Em nosso estudo, as células NK das ascites carcinomatosas não foram 
responsivas ao estímulo com IL-2. Considerando que os níveis de TGF-β e IL-
10 foram similares entre as ascites carcinomatosas e não carcinomatosas, e 
que a quantia de T-regs foi significativamente mais alta nas ascites 
carcinomatosas, portanto a modulação da ativação das células NK e resposta 
ao IL-2 deve ser atribuída às células T-regs, que a presença das formas 
solúveis do TGF-β e IL-10. Em nosso sistema, a correlação entre a quantidade 
de T-regs nas ascites e a degranulação das células NK, mostrou que as T-regs 
exerceram um brando efeito modulador na degranulação das células NK, que 
foi em torno de 30%. 
 Durante o projeto, foi lançada em cultura in vitro uma amostra de ascite 
carcinomatosa associada a um carcinoma seroso de ovário de baixo grau. A 
cultura proliferou e espontaneamente foi imortalizada, se tornando uma 
linhagem denominada CAISMOV24. A linhagem foi categorizada pelo 
crescimento celular in vitro, produção de biomarcadores solúveis e expressão 
de moléculas de superfície celular. Além disso, a CAISMOV24 foi caracterizada 
molecularmente e comparada com suas células primárias para alterações 
genômicas. Atualmente, modelos in vitro de linhagens de carcinoma seroso de 
baixo grau de ovário bem caracterizadas, são limitadas na literatura. Sendo que 
células malignas de ovário do tecido do tumor ou de ascite podem ser 
cultivadas in vitro por um período limitado, somente uma minoria de culturas de 
células primárias se tornam linhagens. A imortalização espontânea de células 
primárias malígnas, é um evento que não ocorre com frequência. O´Donnell et 
al. [136], relatou a imortalização de somente uma amostra de células primárias 
de câncer de ovário entre 156 amostras, enquanto todas as outras entraram 
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em senescência entre a segunda e oitava passagem in vitro. A imortalização 
espontânea de culturas primárias é frequentemente atribuída à instabilidade 
genética das células malígnas e ao acúmulo de alterações genômicas, como o 
ganho e perda de sequências genômicas, ao qual não se tem muito 
conhecimento atualmente. Essas alterações genômicas podem afetar as 
linhagens celulares, afastando-as do perfil inicial do tumor, o que limita sua 
utilidade em modelos experimentais. 
 As alterações genômicas no carcinoma seroso de baixo grau são 
descritas como intermediárias entre o boderline e o carcinoma seroso de alto 
grau [137-139]. Entretanto, as CNVs (copy number variation) podem ser 
altamente heterogêneos tanto em número quanto na localização genômica, 
entre os diferentes tumores de baixo grau [140]. Embora nossos resultados 
tenham mostrado que a linhagem CAISMOV24 surgiu do acúmulo de 
alterações genômicas, a maioria delas foram relacionadas às CNVs já 
presentes nas células malignas primárias. Então, entre as alterações 
genômicas detectadas na linhagem CAISMOV24 e suas células primárias 
malignas, os copy number gains nos cromossomos 8, 12 e 20 foram 
mencionados por Fernández et al. [140], como mutações comuns em linhagens 
de carcinoma serosos de baixo grau. Já no cromossomo 4 não houve nenhuma 
alteração genômica, a qual foi igualmente observada em nosso estudo. 
 Nossos resultados mostraram que poucas CNVs foram encontradas 
exclusivamente na CAISMOV24 ou em suas células primárias malignas. 
Entretanto, a deleção hemizigoto no ch9p21.3 foi observada nas células 
malignas primárias e não na CAISMOV24. Esta alteração genômica suporta a 
origem de tumor de baixo grau de células primárias, já que deleções 
hemizigoto ou homozigoto no ch9p21.3 foram relatadas como uma das mais 
frequente perdas (copy number loss) observadas em carcinoma serosos de 
ovário de baixo grau [137,140]. A falta deste CNV na CAISMOV24 sugere que 
esta linhagem pode ter emergida de clones específicos das células primárias 
malignas. Um estudo de Lee et al. [141], mostrou que a metástase peritoneal 
surge de clones celulares com pouco acúmulo de CNV em relação ao tumor 
primário de câncer de ovário. Estas observações sugerem que o mesmo 
mecanismo pode estar acontecendo nos sistemas in vivo e in vitro. Portanto, a 
linhagem CAISMOV24 pode ter surgido de um processo envolvendo a 
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expansão de clones celulares específicos, junto com o aumento ou perda de 
alterações genômicas preexistentes nas células primárias malignas. 
 Embora que as CNV e mutações genéticas sejam causadas por 
processos independentes, tem sido sugerido que o perfil CNV pode ser usado 
para a caracterização entre diferentes tipos histológicos de câncer de ovário 
[142], visto que podem abrigar mutações genéticas histotípicas específicas. 
Além disso, CNVs podem codificar genes que estimulam o crescimento 
[143,144] e podem alterar expressão do gene ou interromper mecanismos 
regulatórios levando a alterações fenotípicas das células malignas em cultura. 
Tipicamente, carcinoma seroso de ovário de baixo grau tem poucas mutações 
somáticas, ao qual são principalmente encontradas em genes associados ao 
mecanismo de proteína kinase com o KRAS, BRAF e NRAS [138,140,145]. As 
mutações KRAS e BRAF são encontradas em alguns carcinomas serosos de 
baixo grau, e frequentemente são mutuamente exclusivos. O oposto ocorre nos 
tumores carcinoma seroso de alto grau, ao qual inclui a mutação do gene TP53 
e raramente KRAS [140,146]. De acordo com essas observações, nossos 
resultados mostraram que a linhagem CAISMOV24 contém a mutação KRAS, 
frequentemente encontrada em carcinoma seroso de baixo grau recorrente 
[147]. A análise de transcriptoma não somente confirmou a linhagem 
CAISMOV24 sendo um carcinoma seroso de baixo grau, mas também revelou 
vários genes com SNPs (Single nucleotide polymorphism), ao qual estão sendo 
investigados quanto a relevância clínica em relação ao desenvolvimento dos 
carcinomas serosos de ovário. Entre eles está o HMGA1 e o NOTCH1, que 
foram correlacionados com o desenvolvimento e prognóstico do câncer de 
ovário [148-150]. 
 A fenotipagem de marcadores de superfícies celular da linhagem 
CAISMOV24 foi feita em nosso estudo, para observar marcadores específicos 
em carcinomas epiteliais de ovário, ao qual estão relacionados à supressão do 
sistema imunológico pelo tumor. A origem epitelial das células CAISMOV24 
são confirmadas pela expressão do EpCAM e PVR, duas moléculas expressas 
nas células epiteliais de ovário e altamente expressas em carcinomas epiteliais 
de ovário [72,151]. Similar à outros estudos, a expressão do HLA de classe I 
não foi perdida como consequência da transformação maligna das células 
epiteliais de ovário [152,153]. Nossos resultados também mostram que a 
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CAISMOV24 expressa altos níveis de TGF-β1 e CD73, e baixo nível de CD39 
em sua superfície, e que estas moléculas não foram encontradas ou tiveram 
níveis muito baixo de expressão nas células malignas primárias. Estas 
moléculas foram relacionadas à imunossupressão causada pelo carcinoma de 
ovário, tanto diretamente pelos efeitos do TGF-β1 [80,154], ou indiretamente 
pelos efeitos da adenosina, ao qual é produzida pela quebra de ATP pelo 
receptor CD73, que promove imunossupressão de células T citotóxicas e 
células NK [154,155]. Os biomarcadores de soro como o CA125 e o HE4 são 
importantes componentes no diagnóstico de mulheres com tumores de ovário. 
Somente o uso do HE4 como marcador tumoral, foi relatado ser tão eficaz 
quanto o CA125 para a detecção do câncer de ovário, entretanto quando 
combinados, foi aumentada a sensitividade e especificidade do diagnóstico 
[156,157]. Em nosso estudo, a produção in vitro do CA125 e HE4 pela 
CAISMOV24 foi confirmada pela análise do meio de cultivo, confirmando mais 
uma similaridade entre a linhagem e as células primárias malignas. 
 Nosso estudo conclui que a presença das células tumorais na ascite, é a 
principal causa do baixo nível de degranulação das células NK e da resposta 
ineficiente ao estímulo com IL-2. Em uma perspectiva clínica, nossos dados 
fornecem informações ao qual podem ser relevantes ao procedimento de 
paracentese de alívio, frequentemente realizado em pacientes com ascites 
resultante do câncer de ovário. Ascites não carcinomatosas com células NK 
funcionais podem esta associadas a um melhor prognóstico. Entretanto, ascites 
carcinomatosas com NK com função danificada e aumento de T-regs, podem 
estar associadas a um pior prognóstico, visto que foi estabelecido um 
microambiente imunossupressor. 
 
6. CONCLUSÕES 
 
6.1 Ao contrário das ascites não carcinomatosas, as ascites carcinomatosas, 
apresentaram um microambiente tumoral imunossupressor, com altos níveis de 
linfócitos T-reg, com a supressão dos receptores ativadores das células NK e 
com a ineficiente resposta das células NK ao estímulo in vitro da IL-2, medida 
através da degranulação. 
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6.2 A linhagem CAISMOV24 foi caracterizada como carcinoma seroso de 
baixo grau, similar às células primárias malignas. Nosso estudo corrobora com 
o uso da análise de CNVs para categorizar subtipos de carcinomas de ovário, 
observando alterações genômicas.  
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8. ANEXOS 
8.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido das Pacientes 
 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Avaliação da atividade antitumoral das células natural killer contra o carcinoma de ovário e 
possibilidades para uso terapêutico. 
Pesquisador: Rodrigo Fernandes da Silva 
Número do CAAE: 0807.0.146.000-11 
 
 Você está sendo convidada a participar como voluntária de um estudo científico. Este 
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos 
como participante e é elaborado em duas vias, uma que deverá ficar com você e outra com o 
pesquisador.  
 Por favor, leia com atenção e calma, aproveitando para esclarecer suas dúvidas. Se houver 
perguntas antes ou mesmo depois de assiná-lo, você poderá esclarecê-las com o pesquisador. Se 
você não quiser participar ou retirar sua autorização, a qualquer momento, não haverá nenhum 
tipo de penalização ou prejuízo. 
 
Justificativa e objetivos: 
 A resposta do sistema de defesa do organismo contra as doenças depende do equilíbrio 
entre a ativação e inibição do sistema imune. Nesta pesquisa, iremos investigar este equilíbrio por 
meio da avaliação funcional de duas células do sistema imunológico presentes no sangue de todos 
os indivíduos e que são chamadas de linfócitos T-reg e linfócitos NK. Esta pesquisa nós dará uma 
melhor compreensão do sistema de defesa do organismo contra doenças e principalmente contra o 
câncer e contribuirá para o desenvolvimento de terapias mais eficientes para o tratamento do 
câncer.  
 
Procedimentos: 
 Participando do estudo você está sendo convidada a doar uma amostra de seu sangue e 
das células do tumor. A quantidade de sangue doada será de 20ml. As células do sangue e o 
plasma, bem como, as células tumorais serão guardados congelados até o momento dos testes. As 
amostras serão avaliadas quanto ao crescimento em cultura celular, tipos e função dos linfócitos, 
bem como, a presença de citocinas e moléculas marcadoras. As amostras colhidas ou os produtos 
derivados destas amostras não serão usadas em programas de doação de células, tecidos ou órgãos 
e não serão comercializados em qualquer situação.  
 
Desconfortos e riscos: 
 As participantes da pesquisa incluem mulheres assistidas no "Hospital da Mulher Prof. Dr. 
José Aristodemo Pinotti"-CAISM com indicação de cirurgia para diagnóstico da neoplasia de ovário 
e pacientes já diagnosticadas e em tratamento. Não estão previstos transtornos ou riscos 
relacionados a participação na pesquisa, a não ser os riscos comuns e inerentes a colheita de 
sangue, ou seja, a sensação da picada da agulha e a possibilidade de formar hematoma no local da 
picada. A ascite e o material tumoral (se existentes) serão colhidos pelo cirurgião, seguindo o 
procedimento usual da cirurgia. Portanto, não há modificação nos procedimentos cirúrgicos para 
que o material biológico seja colhido para a pesquisa.  
 
Benefícios: 
 Não haverá benefício imediato para a participante, exceto os resultados dos testes 
biológicos que serão realizados, os quais poderão ser fornecidos a participante mediante 
agendamento de consulta com o pesquisador. Os resultados obtidos com esta pesquisa poderão 
ajudar no entendimento da resposta imune contra o câncer e auxiliar na elaboração de novos 
tratamentos para esta doença. 
 
Sigilo e privacidade: 
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 Você tem a garantia de que sua identidade será mantida em sigilo e nenhuma informação 
será dada a outras pessoas que não façam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgação dos 
resultados desse estudo, seu nome não será citado. Os resultados deste estudo não estarão 
disponíveis no prontuário médico. 
 
Ressarcimento: 
 Não haverá ressarcimento de despesas pois a amostra de sangue será colhida após a 
internação da participante no Hospital da Mulher - CAISM, previamente a cirurgia, e a ascite e 
material tumoral durante o procedimento cirúrgico.  
 
Armazenamento de material: 
 As células isoladas do sangue e o soro serão usadas no laboratório para a presente 
pesquisa e parte do material permanecera preservado congelado. Toda nova pesquisa a ser 
realizada com o material armazenado será submetida para aprovação do Comitê de Ética em 
Pesquisa (CEP) e, quando for o caso, a Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP). 
Dessa forma:  
(       ) Concordo em participar do presente estudo, porém NÃO AUTORIZO o armazenamento do 
meu material biológico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa. 
(       ) Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu 
material biológico, sendo necessário meu consentimento a cada nova pesquisa, que deverá ser 
aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP. 
(       ) Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu 
material biológico, dispensando meu consentimento a cada nova pesquisa, que deverá ser 
aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP. 
 Em caso de falecimento ou condição incapacitante, os direitos sobre o material 
armazenado deverão ser dados a:_____________________________________________.  
 
Contato: 
Em caso de dúvidas sobre o estudo, você poderá entrar em contato com o pesquisador 
Rodrigo Fernandes da Silva, Departamento de Tocoginecologia-CAISM-Universidade Estadual de 
Campinas-UNICAMP-Rua Alexander Fleming, nº 101 Cidade Universitária Zeferino Vaz-Campinas-
São Paulo CEP: 13.083-881, Telefone: (19)35219462, e-mail: rodrigoiverson@hotmail.com.  
Em caso de denúncias ou reclamações sobre sua participação e sobre questões éticas do 
estudo, você pode entrar em contato com a secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 
UNICAMP: Rua: Tessália Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas – SP; telefone (19) 3521-
8936; fax (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br 
 
Consentimento livre e esclarecido: 
Após o esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, benefícios 
previstos, potenciais riscos e o incômodo que esta possa acarretar, aceito participar: 
Nome do(a) participante: ________________________________________________________ 
 
_______________________________________________________ Data: ____/_____/______. 
 (Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu responsável  LEGAL)  
 
Responsabilidade do Pesquisador: 
Asseguro ter cumprido as exigências da resolução 466/2012 CNS/MS e complementares na 
elaboração do protocolo e na obtenção deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma cópia deste documento ao participante. Informo 
que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a 
utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas 
neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante. 
 
______________________________________________________ Data: ____/_____/______. 
(Assinatura do pesquisador)  
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8.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Grupo Controle 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Avaliação da atividade antitumoral das células natural killer contra o carcinoma de ovário e 
possibilidades para uso terapêutico. Grupo controle. 
Pesquisador: Rodrigo Fernandes da Silva 
Número do CAAE: 0807.0.146.000-11 
 
 Você está sendo convidada a participar como voluntária de um estudo científico. Caso 
aceite participar você será incluída no grupo controle do estudo por ser considerada saudável ou 
normal e não ter a doença do estudo. Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido, visa assegurar seus direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que 
deverá ficar com você e outra com o pesquisador.  
 Por favor, leia com atenção e calma, aproveitando para esclarecer suas dúvidas. Se houver 
perguntas antes ou mesmo depois de assiná-lo, você poderá esclarecê-las com o pesquisador. Se 
você não quiser participar ou retirar sua autorização, a qualquer momento, não haverá nenhum 
tipo de penalização ou prejuízo. 
 
Justificativa e objetivos: 
 A resposta do sistema de defesa do organismo contra as doenças depende do equilíbrio 
entre a ativação e inibição do sistema imune. Nesta pesquisa, iremos investigar este equilíbrio por 
meio da avaliação funcional de duas células do sistema imunológico presentes no sangue de todos 
os indivíduos e que são chamadas de linfócitos T-reg e linfócitos NK. Esta pesquisa nos dará uma 
melhor compreensão do sistema de defesa do organismo contra doenças e principalmente contra o 
câncer e contribuirá para o desenvolvimento de terapias mais eficientes para o tratamento do 
câncer.  
 
Procedimentos: 
 Participando do estudo você está sendo convidada a doar uma amostra de seu sangue. A 
quantidade de sangue doada será de 20ml. As células do sangue e o plasma serão guardados 
congelados até o momento dos testes. As amostras serão avaliadas quanto ao crescimento em 
cultura celular, tipos e função dos linfócitos, bem como, a presença de citocinas e moléculas 
marcadoras. As amostras colhidas ou os produtos derivados destas amostras não serão usadas em 
programas de doação de células, tecidos ou órgãos e não serão comercializados em qualquer 
situação. 
 
Desconfortos e riscos: 
 Serão incluídas no grupo controle deste estudo mulheres saudáveis assistidas no 
ambulatório de climatério do "Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti"-CAISM. Não 
estão previstos transtornos ou riscos, a não ser os riscos comuns e inerentes a colheita de sangue, 
ou seja, a sensação da picada da agulha e a possibilidade de formar hematoma no local da picada.  
 
Benefícios: 
 Não haverá benefício imediato para a participante, exceto os resultados dos testes 
biológicos que serão realizados, os quais poderão ser fornecidos a participante mediante 
agendamento de consulta com o pesquisador. Os resultados obtidos com esta pesquisa poderão 
ajudar no entendimento da resposta imune contra o câncer e auxiliar na elaboração de novos 
tratamentos para esta doença. 
 
Sigilo e privacidade: 
 Você tem a garantia de que sua identidade será mantida em sigilo e nenhuma informação 
será dada a outras pessoas que não façam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgação dos 
resultados desse estudo, seu nome não será citado. Os resultados deste estudo não estarão 
disponíveis no prontuário médico. 
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Ressarcimento: 
 Não haverá ressarcimento de despesas pois a amostra de sangue será colhida na mesma 
ocasião da consulta da participante no ambulatório de climatério do "Hospital da Mulher Prof. Dr. 
José Aristodemo Pinotti"-CAISM.  
 
Armazenamento de material: 
 As células isoladas do sangue e o soro serão usadas no laboratório para a presente 
pesquisa e parte do material permanecera preservado congelado. Toda nova pesquisa a ser 
realizada com o material armazenado será submetida para aprovação do Comitê de Ética em 
Pesquisa (CEP) e, quando for o caso, a Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP). 
Dessa forma:  
(       ) Concordo em participar do presente estudo, porém NÃO AUTORIZO o armazenamento do 
meu material biológico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa. 
(       ) Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu 
material biológico, sendo necessário meu consentimento a cada nova pesquisa, que deverá ser 
aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP. 
(       ) Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu 
material biológico, dispensando meu consentimento a cada nova pesquisa, que deverá ser 
aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP. 
 Em caso de falecimento ou condição incapacitante, os direitos sobre o material 
armazenado deverão ser dados a:_____________________________________________.  
 
Contato: 
Em caso de dúvidas sobre o estudo, você poderá entrar em contato com o pesquisador 
Rodrigo Fernandes da Silva, Departamento de Tocoginecologia-CAISM-Universidade Estadual de 
Campinas-UNICAMP-Rua Alexander Fleming, nº 101 Cidade Universitária Zeferino Vaz-Campinas-
São Paulo CEP: 13.083-881, Telefone: (19)35219462, e-mail: rodrigoiverson@hotmail.com.  
Em caso de denúncias ou reclamações sobre sua participação e sobre questões éticas do 
estudo, você pode entrar em contato com a secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 
UNICAMP: Rua: Tessália Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas – SP; telefone (19) 3521-
8936; fax (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br 
 
Consentimento livre e esclarecido: 
Após o esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, benefícios 
previstos, potenciais riscos e o incômodo que esta possa acarretar, aceito participar: 
 
Nome do(a) participante: ________________________________________________________ 
 
_______________________________________________________ Data: ____/_____/______. 
 (Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu responsável  LEGAL)  
 
Responsabilidade do Pesquisador: 
Asseguro ter cumprido as exigências da resolução 466/2012 CNS/MS e complementares na 
elaboração do protocolo e na obtenção deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma cópia deste documento ao participante. Informo 
que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a 
utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas 
neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante. 
 
______________________________________________________ Data: ____/_____/______. 
(Assinatura do pesquisador) 
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8.3 Carta de aprovação do projeto no CEP – FCM/UNICAMP 
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8.4 Artigo de Revisão – Cancer Immunotherapy: Historical Perspective 
of a Clinical Revolution and Emerging Preclinical Animal Models 
93 
 
 
 
94 
 
 
 
95 
 
 
 
96 
 
 
 
97 
 
 
 
98 
 
 
 
99 
 
 
 
100 
 
 
 
101 
 
 
 
102 
 
 
 
103 
 
 
 
104 
 
 
 
